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【論文題名】 
    Whole genomic analysis of G2P[4] human Rotaviruses in Bangladesh  
（バングラデシュにおける G2P[4]ヒトロタウイルスの全ゲノム解析） 
 
 【研究目的】  
 A 群ロタウイルス（RVA）は小児重症下痢症の主要な原因ウイルスであり、世界では
毎年 19万人以上の乳幼児死亡をもたらしていると推定されている。現在、2種類の経口
生ワクチンが世界的に導入され、先進国を中心にロタウイルス下痢症の顕著な減少傾向
が報告されているが、開発途上国では接種率が低く、ロタウイルス下痢症への対策は公
衆衛生上の重要な課題である。ロタウイルスはレオウイルス科の一員で、11本の分節化
した二本鎖 RNAをゲノムとして有し、各 RNA分節は 1種類の構造蛋白または非構造蛋
白（1分節の例外を除く）をコードする。ロタウイルス粒子の最外層を構成する蛋白 VP7、
VP4には中和抗原が存在し、それらの遺伝子配列に基づき RVAは各々G型（G type）、
P 型（P type）に分類される。これらは以前から知られる外殻蛋白の血清型にほぼ対応
するもので、その疫学的分布・趨勢を調べることはワクチン開発の基礎資料として重要
である。ヒトロタウイルスでは G1、G2、G3、G4 および P[4]、P[8]が世界中で普遍的
に多く、G9および G12も新興型として近年増加が見られている。G2P[4]ヒトロタウイ
ルス（HRV）はヒトで高頻度に見られる型の一つであり、ゲノム全体では DS-1 遺伝子
群に属する。一方、G1（または G3、G4）P[8]HRV の多くはWa遺伝子群に属し、DS-1
遺伝子群とは遺伝子学的性状が大きく異なる。G2P[4]HRV はバングラデシュを含む南
アジア地域で最近まで高頻度に見られ、また南米、豪州、欧州の一部などで生ワクチン
導入後に増加が見られるなど、その動向が注目されている。G2P[4]HRV は動物ロタウ
イルス由来の遺伝子を有する場合や、成人での感染流行に関与するなど、興味深い特徴
が報告されている。しかしその遺伝子学的特徴を全ゲノムレベルで多数の株を解析した
研究は少なく（イタリアおよび日本での 2報）、また南アジアでの研究もほとんど行われ
ておらず、我々の研究グループが 2005 年に 2 株を解析した論文があるのみである。そ
こで本研究では、バングラデシュにおける多数の G2P[4]ロタウイルスを対象とし、全ゲ
ノムに基づく遺伝子学的性状とその継時的変化を解析し、本遺伝子型の流行地域におけ
る分子進化の様態を明らかにすることを目的とした。 
 
 
 【研究方法】  
 本研究はバングラデシュ・マイメンシン医科大学（Mymensingh Medical College）  
微生物学講座との共同研究として実施した。マイメンシンはバングラデシュの中央北部
に位置し同国では典型的な郡部に属する地域である。現地では従来からマイメンシン医
科大学病院および市内の他の病院（SK Hospital）にて採取された下痢便検体を用い、
ロタウイルスの検出、RNAパターン解析等を行っているが、本研究では 2010年および
2013 年に検出された G2P[4]HRV 各々9 株、8 株の計 17 株を対象とした。これらは小
児を中心に 3ヵ月～24歳の下痢症患者で検出されたものである。 
 ウイルス RNAは QIAamp Viral RNA Mini Kit (Qiagen)を用いて抽出し、ロタウイル
スの全 11遺伝子分節の cDNAを、Superscript II reverse transcriptase (Invitrogen)
および Prime Star GXL DNA polymerase (TaKaRa) を用い RT-PCR により増幅した。
遺伝子配列の決定はサンガー法により、BigDye Terminator ver.3 Cycle sequencing kit 
(Applied Biosystems)でのシークエンス反応後に自動シークエンサー（ABI PRISM 
3130）を用いて行った。ロタウイルスの類似配列の検索には BLAST search、2遺伝子
配列間の一致率の算出には LALIGN、多重配列のアラインメントには CLUSTAL Wを
使用した。今回決定した各遺伝子の配列は、GenBankに登録されている代表的なG2P[4]
ロタウイルスの配列とともに、MEGA6 プログラムを用いて Maximum Liklihood 
method により系統樹を構築した。 
 
【研究成績及び考察】 
今回調べた 17 株のうち 16 株の全 11 遺伝子分節に基づく遺伝子型は G2-P[4]-I2-R2- 
C2-M2-A2-N2-T2-E2-H2であり、典型的な DS-1遺伝子群であった。2010年の 1株の
み G2-P[4]-I2-R2-C2-M1-A2-N2-T2-E2-H1 遺伝子型を有し、DS-1遺伝子群の HRVに
おいて VP3 と NSP5 遺伝子が Wa 遺伝子群のそれに置換された遺伝子群間リアソータ
ントであることが判明した。解析された 17株の DS-1遺伝子群に属する遺伝子分節のう
ち、VP2、VP4、VP6、VP7、NSP1-3、NSP5遺伝子は互いに高い一致率（>98％）を
示したが、VP1、VP3、NSP4遺伝子ではやや低い一致率（最も低い場合で各々94.4％、
90.6％、94.3％）が認められた。 
世界中の代表的な G2P[4]HRV株の遺伝子配列とともに系統解析を行った結果、今回
解析したバングラデシュ株は、VP3、NSP4遺伝子を除く 9遺伝子分節が単一の系統（V）
に属し、それらはさらに 2または 3つの亜系統（Va、Vb、Vc）に分けられた。一方 VP3、
NSP4遺伝子のみ 2つの系統（V、VI）に分けられ、VP3遺伝子の大部分が属する系統
Vはさらに 2つの亜系統（Va、Vb）に分類された。2010年の 7株のウイルス蛋白遺伝
子はおもに亜系統 Vaに、2013年の株では亜系統 Vbに含まれる場合が多かった。2010
年の 2 株（J251、J253）の遺伝子は大部分が亜系統 Vc に属し、VP3 と NSP4 遺伝子
が Va、Vb以外の系統（VI）に属していた。以上の結果に基づき、11遺伝子分節の系統
の組み合わせから、バングラデシュの G2P[4]HRV17株は、9つのアレル配座（A1-4、
B1-4、C1）を含む 3 種のアレルグループ（A、B、C）に分けられた。アレルグループ
A、B、C は、各々亜系統 Va、Vb、Vc に属する遺伝子分節をおもに有するが、アレル
グループ Aでも Vbの遺伝子分節が、Bでも Vaの遺伝子分節が一部見られる。 
今回解析した G2P[4]HRV の遺伝子分節が属する系統 V には 2005年にバングラデシ
ュで検出された G2P[4]ロタウイルス MMC6、MMC88 や、近年世界各国で検出された
G2P[4]HRV株が含まれる。ただし亜系統 Vaには今回解析した 2010年のバングラデシ
ュの株とともに同国のMMC6、MMC88株が含まれていたが、亜系統 Vbを構成してい
たのは殆どが 2013年の G2P[4]株であった。またMMC6、MMC88株の VP1 遺伝子は
亜系統 Vc に含まれ、また VP3 と NSP5 遺伝子は今回のアレルグループ C の株ととも
に系統 VIを構成していた。 
VP7 の中和抗原部位のアミノ酸を、今回解析した G2 株と代表的な G2P[4]株および
ロタウイルスワクチン RotaTeqの G2成分との間で比較すると、今回のバングラデシュ
株はいくつかのアミノ酸が RotaTeq および G2プロトタイプ株 DS-1 のそれと異なって
いた（87T、96N、130D、213D、242N）。P[4]の VP4 における抗原部位のアミノ酸を
代表的な G2P[4]株と比較すると、今回の株はバングラデシュの 2005 年の株 MMC6、
MMC88と似ていたが、2013年の 8株は 2ヵ所で以前の G2株とは異なるアミノ酸を有
することが判明した（88A、114P）。 
 
【考察】 
 欧州、日本の G2P[4]HRV株の全遺伝子配列を過去の世界各国からの株のそれと比較
した研究では、1970 年代から 2000 年までと 2000年以降とではゲノム配列が大きく異
なっており、2000年代早期に世界的に古い株から新しい株に置き換わったことが示唆さ
れている。今回解析したバングラデシュの 17 株はいずれも 2000 年代以降の新しい
G2P[4]株と同じ系統に属し、VP7 の中和抗原部位のアミノ酸も新しい G2P[4]株の特徴
を有していた。今回の研究で興味深かった点は、約 3 年間という短い期間において
G2P[4]株の 11 遺伝子分節の系統（亜系統）が全体的に変化した点である。すなわち、
2010年ではアレルグループ Aが主流で C の株も混在していたが、2013年ではアレルグ
ループ Bに置き換わっていた。グループ Aは 2005年のバングラデシュの株に遺伝的に
近縁で、グループCはVP7 抗原部位のアミノ酸が古いG2P[4]株の特徴を有していたが、
グループ Bは概して多くの遺伝子分節で独自のユニークな亜系統を形成していた。この
ことはアレルグループ B がより新たに進化した株（emerging strain）であることを示
唆している。アレルグループ Bの HRVの中にはいくつかの遺伝子分節でグループ Aの
系統が見られるが、これはグループ Aから Bへの分子進化の途中経過の状態を示すもの
と考えられる。米国の冬期の単一のシーズンにおける G2P[4]HRVの研究では、異なる
アレル配座のウイルスが混在していたことが報告されている。またバングラデシュでの
G2P[4]HRV の VP7 遺伝子配列を解析した研究では、単一～数シーズンに複数の VP7
遺伝子の系統が存在し、それらが長期間にわたり頻繁に入れ替わっていたと結論づけら
れている。今回の我々の研究は、短期間においてロタウイルスのゲノム全体にわたり分
子進化が起きていることを初めて明らかにしたものであり、既報で見られた知見をより
詳細な証拠によって裏付けることとなった。したがって、G2P[4]HRV は世界的なレベ
ルで頻繁に遺伝子学的変化を起こしていると考えられる。そのような全ゲノムにおける
分子進化は宿主の免疫応答から逃れる上で有利であることが示唆され、バングラデシュ
で G2P[4]が持続的に優勢な型であることに関連があるかもしれない。注目されるのは、
2013年に優勢となったアレルグループBのHRVではVP4の抗原部位に、従来のG2P[4]
には見られない新たなアミノ酸置換（88A、114P）が認められたことである。114番目
プロリンは P[8]において保存されており、また 2010 年のブラジルでの少数の G2P[4]
株において見られている。それらのアミノ酸置換が今後エマージングな G2P[4]株の特徴
として見られるかどうか、注視する必要があると思われる。 
 
【結論】 
 バングラデシュ中央北部のマイメンシンにおいて2010年および2013年に検出された
G2P[4]HRV 各々9 株、8 株の全遺伝子配列を決定し、既知の G2P[4]株の配列情報とと
もに系統解析を行った。その結果これら全 17 株は世界的に新しい 2000 年代以降の
G2P[4]HRVの系統に属していたが、亜系統には違いが見られ、2010年に見られた 2つ
のアレルグループ（A、C）が 2013年には 1 つのアレルグループ（B）に置き換わった
ことが示唆された。アレルグループ Bの遺伝子は、多くの分節で新たな亜系統を形成し、
また VP4 の抗原部位には新たなアミノ酸置換が見られ、エマージングな G2P[4]株であ
る可能性があり、今後の動向を追跡調査する必要があると考えられた。 
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論文題名 
 
 
Whole genomic analysis of G2P[4] human Rotaviruses in Bangladesh 
（バングラデシュにおける G2P[4]ヒトロタウイルスの全ゲノム解析） 
 
結果の要旨 
本研究では、バングラデシュにおいて多数の G2P[4]ヒトロタウイルスの全ゲノム解析を
行い、遺伝子配列を基に時系列的に詳細な検討を行った。G2P[4]ロタウイルスに関するこ
のような研究は世界的にも少なく、南アジア地域では初めての報告である。本研究の結果、
G2P[4]ヒトロタウイルスは中和抗原エピトープ領域のアミノ酸に変化が見られ、抗原性の
継時的変化が確認された。またロタウイルスゲノムは構造タンパク、非構造タンパク遺伝
子共に、短期間のうちに全体として遺伝子分節が変化している事が明らかとなった。これ
は、全ゲノムが常に遺伝学的に多様性を保った状態にあることを示しており、今後の感染
様態の解明、ワクチンの有効性の検討、さらに新たなロタウイルスワクチンの開発に向け
ても重要な知見、示唆を与える結果であると考えられた。 
以上より、博士の学位授与に値すると審査委員全員に認められた。 
 
 
 
 
 
 
